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Метод пробоподготовки к протеомному анализу практически всегда включает в себя этап вос-
становления и алкилировния цистеинов перед трипсинолизом. Это нужно для того, чтобы разорвать s-s 
мостики, то есть разрушить третичную структуру белка и обеспечить лучший доступ для трипсина. На се-
годняшний момент самым распространённым алкилирующим агентом является йодацетамид (IAA). Од-
нако было показано, что йодацетамид может вызывать неспецифичное связывание и другие модифика-
ции *Chernobrovkin te al., 2015; Muller et al., 2017+. В нашей работе мы сравнили эффект четырех алкили-
рующих агентов: йодацетамида (IAA), 4-винилпиридина (4-VP), хлорацетамида (CAM) и метилметантио-
сульфоната (MMTS). Кроме того, мы проверили эффект «пост-восстановления» (p-red), то есть добавле-
ния избытка дитиотриэтола (DTT) после алкилирования для нейтрализации остатков алкилирующего 
агента. Это было сделано только для агентов с необратимым связыванием. Образцы обрабатывали 10 
мМ DTT в течение 30 минут. После этого добавляли алкилирующие агенты в равных концентрациях со-
ставляющих 20 мМ и инкубировали 10 минут при комнатной температуре в темноте. Далее в некоторые 
образцы повторно добавили DTT доведя его до концентрации 30 мМ. Получившиеся гидролизаты ана-
лизировали при помощи ВЭЖХ, совмещенной с масс-спектрометром Orbitrap Q Exactive. Самым неоче-
видным результатом стало то, что в контрольном образце, который не проходил ни восстановления, ни 
алкилирования, мы нашли не меньше пептидных идентификаций, чем в остальных. Ожидаемо, среди 
этих пептидов почти не было пептидов, содержащих цистеин. Стоит отметить, что этот результат согласу-
ется с тем, что получилось у *Muller et al., 2017+. Наименьшее количество пептидов было получено после 
IAA, а наибольшее – после CAM, что так же согласуется с результатами *Muller et al., 2017+. «Пост-
восстановление» DTT увеличило количество пептидов в образце с IAA, что можно объяснить высокой 
уязвимостью IAA к неспецифическому связыванию. В случае 4-VP, напротив, это число уменьшается, как 
и в случае CAM. Наши результаты демонстрируют, что CAM является хорошей заменой привычному IAA, 
поскольку он дает большее количество идентификаций и не требует повторной обработки DTT. Работа 
поддержана грантом РФФИ №18-315-00226 (руководитель Кузнецова К.Г.) 
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